放射治疗是肺癌综合治疗的重要手段之一，如何减少放疗抵抗、增加放疗敏感性已成为国内外研究的热点^\[[@b1]\]^。低氧是肺癌等实体瘤微环境的基本特征，也是导致肺癌对放疗产生抵抗的原因之一，低氧可诱导肺癌细胞自噬的发生。近年研究^\[[@b2],\ [@b3]\]^表明，自噬可增加乳腺癌、恶性脑胶质瘤放疗抵抗。然而低氧环境中自噬是否影响肺癌的放疗治疗效应目前尚未完全明确。本研究通过观察γ射线对低氧环境中不同自噬水平A549细胞的杀伤作用，初步分析保护性自噬对A549细胞放疗敏感性的影响，为探讨自噬对非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）放疗敏感性的影响的分子机制奠定前期基础。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

RPMI-1640培养基、胎牛血清（Hyclone）；蛋白提取试剂盒（Pierce公司）；MTT粉（上海生物工程技术服务有限公司）；3-甲基腺嘌呤（3-methyladenine，3-MA，美国Sigma公司）；PCR仪（ABI公司）；三气培养箱（SANYO公司）；蛋白电泳仪、电转仪（Bio-Rad公司）；透射电子显微镜（日本JEM-2100）；直线加速器（西门子公司）。

1.2. 细胞培养及实验分组 {#s1-2}
-----------------------

### 1.2.1. 细胞培养 {#s1-2-1}

人肺腺癌A549细胞（购于中科院上海细胞库），用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基于37 ℃、5%CO~2~/95%空气（常氧）饱和湿度培养箱常规传代培养。取生长状态良好的A549细胞经0.25%胰酶消化后，根据后续实验的不同，分别接种于60 mm培养皿、6孔板及96孔板中培养12 h。更换新鲜培养基后置于37 ℃、1%O~2~/5%CO~2~/94%N~2~三气培养箱中，继续后续实验。

### 1.2.2. 实验分组 {#s1-2-2}

① 低氧对照组；②低氧+3-MA（5 mmol/L）组。

1.3. 电镜下观察自噬体的变化 {#s1-3}
---------------------------

取接种于60 mm培养皿中的A549细胞，加入3-MA（5 mmol/L）处理后继续低氧培养，分别于0 h，24 h，48 h用不含EDTA的胰酶消化细胞，PBS洗3次，加入新配的4%多聚甲醛，4 ℃过夜。然后将细胞沉淀放入1%的四氧化锇中，室温固定1 h，经一系列脱水及包埋后，固定于铜网上用电镜观察。

1.4. Western blot检测LC3蛋白的表达 {#s1-4}
----------------------------------

取接种于6孔板中的A549细胞，3-MA（5 mmol/L）处理后低氧培养，于48 h收集低氧组及低氧+3-MA组的细胞，冷PBS洗2次，加入细胞裂解液于4 ℃裂解20 min，12, 000 r/min离心20 min，收集上清，提取细胞总蛋白，BCA法测蛋白浓度。取20 μg样品煮沸变形后进行Tricine-SDS-PAGE电泳，转膜，5%脱脂奶粉37 ℃封闭2 h，一抗4 ℃孵育过夜，洗膜，二抗37 ℃孵育1 h，ECL法显影，分析条带灰度值，以目的条带与β-actin调对灰度比值来表示蛋白相对表达量。

1.5. MTT法检测细胞增殖活性的变化 {#s1-5}
--------------------------------

取接种于96孔板中的A549细胞，加入3-MA处理24 h后给予分别给予0 Gy、2 Gy、4 Gy、6 Gy、8 Gy、10 Gy射线照射，继续培养24 h。每孔加入MTT 20 μL，作用4 h，吸去培养液，加入二甲基亚砜（DMSO）150 μL，震荡10 min，于490 nm波长测定吸光度。计算细胞相对抑制率=（1-OD~实验组~/OD~对照组~）×100%，细胞相对存活率=1-相对抑制率。

1.6. 统计学分析 {#s1-6}
---------------

采用SPSS 13.0统计软件进行分析，数据以Mean±SD表示，采用*t*检验分析组间差异，*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 3-MA对低氧状态下A549细胞的自噬水平的影响 {#s2-1}
---------------------------------------------

随着低氧培养时间延长（0 h、24 h、48 h），A549细胞中自噬体形成逐渐增加；给予自噬抑制剂3-MA后，A549细胞自噬体增殖明显减少（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}），表明3-MA可抑制低氧状态下A549细胞的自噬活性。

![低氧状态下3-MA处理后A549细胞自噬体的变化（×6, 000）\
The change of autophagosome in A549 cells after treatment with 3-MA in hypoxia condition. A: hypoxia 0 h group; B: hypoxia 24 h group; C: hypoxia 48 h group; D: hypoxia plus 3-MA 0 h group; E: hypoxia plus 3-MA 24 h group; F: hypoxia plus 3-MA 48 h group.](zgfazz-15-11-638-1){#Figure1}

2.2. 3-MA对缺氧状态下A549细胞中自噬标记蛋白LC3蛋白表达的影响 {#s2-2}
------------------------------------------------------------

LC3有两种存在形式（LC3Ⅰ、LC3Ⅱ），前体LC3合成后经加工形成LC3Ⅰ，后者与自噬体膜上的磷脂酰乙醇胺结合形成LC3Ⅱ。当自噬形成时LC3Ⅰ会减少而LC3Ⅱ会增加。经图像半定量分析灰度值（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}），低氧组+3-MA组和低氧组LC3-Ⅰ/β-actin灰度比值分别为0.71±0.03和0.51±0.01，两组差异有统计学意义（*P* \< 0.05）；LC3-Ⅱ/β-actin灰度比值分别为0.42±0.02和0.86±0.01，差异有统计学意义（*P* \< 0.05）。结果显示，与低氧组相比，低氧+3-MA组LC3Ⅱ表达水平下调，LC3Ⅰ表达水平上调，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值下降，表明3-MA可有效抑制缺氧状态下A549细胞的自噬标记蛋白的表达。

![低氧48 h后两组A549细胞中自噬标记蛋白LC3的表达变化\
The expression changes of LC3 protein in A549 cells after hypoxia for 48 h](zgfazz-15-11-638-2){#Figure2}

2.3. 低氧微环境下A549细胞自噬活性对放疗敏感性的影响 {#s2-3}
---------------------------------------------------

低氧状态下，放疗+3-MA组中A549细胞增殖活性较单纯放疗组下降（*P* \< 0.05）（[表 1](#Table1){ref-type="table"}），表明采用自噬抑制剂3-MA下调A549细胞自噬活性后，能增强A549细胞的放疗敏感性。

###### 

低氧培养后不同放射剂量下自噬对A549细胞存活的影响

The effect of autophagy on the viability of A549 cell after treatment with different radiotherapy doses in hypoxia condition

  Groups         Relative survival rate (%)                                                                      
  -------------- ---------------------------- ---------------- ---------------- ---------------- --------------- ---------------
  Hypoxia        100.00                       76.88±3.52       60.85±3.28       35.20±2.76       10.57±2.55      5.11±1.02
  Hypoxia+3-MA   91.10±3.82                   60.33±2.55^\*^   30.15±3.42^\*^   20.44±2.88^\*^   1.88±0.18^\*^   0.11±0.05^\*^

3. 讨论 {#s3}
=======

自噬是细胞为适应营养或生长因子缺乏、低氧、内质网应激等有害刺激所发生的一种应激反应^\[[@b4]\]^。在氧供不足或营养缺乏时，肿瘤细胞可通过自噬缓解细胞的代谢压力，克服营养缺乏和低氧环境得以生存^\[[@b5]\]^；同时，自噬可选择性地清除某些细胞成分，如受损或多余的氧自由基、DNA、过氧化物酶体、内质网、线粒体等，减少异常蛋白、细胞器的堆积，以维持细胞自我稳态^\[[@b6]\]^。自噬作为一种防御机制，在应激状态下，特别是缺氧条件下对维持肿瘤细胞存活、逃避凋亡具有重要作用。

放射治疗是肿瘤最重要的治疗手段之一，然而却因肿瘤的放疗抵抗而易导致肿瘤的复发和残留。研究发现抑制肿瘤细胞的自噬水平可影响放疗敏感性。Ito等^\[[@b3]\]^证实，与单纯放疗组相比，放疗联合自噬抑制剂（3-MA和巴佛洛霉素A）可明显增加恶性脑胶质瘤U373-MG细胞DNA双链断裂损伤。Chaachouay等^\[[@b2]\]^则证实，与乳腺癌放疗敏感细胞株HBL-100相比，乳腺癌放疗抵抗细胞株MDA-MB-231自噬活性明显增强，采用自噬抑制剂（3-MA和氯喹）预处理MDA-MB-231细胞，可明显抑制其增殖活性，减少其放疗抵抗。自噬与肺癌亦关系密切。Kim等^\[[@b7]\]^使用自噬抑制剂如caspase-3抑制剂（Z-DEVD）和mTOR抑制剂（RAD001）能使NSCLC H460细胞增殖活性下降，凋亡增加，从而明显增强H460细胞的放射敏感性，同时在小鼠荷瘤模型中观察到，放疗分别联合Z-DEVD或RAD001，生存期较单纯放疗组分别延长3 d和5 d。

可见，自噬调节联合放疗有望成为肿瘤治疗的新策略。但目前有关肺癌与自噬关系的研究，绝大多数局限于在常氧状态下，而在低氧微环境中，自噬影响肺癌细胞放疗敏感性的研究目前仅见零星报道。

由于肺癌等实体肿瘤在发生发展过程中，细胞的快速生长、氧耗增加，加之血管新生紊乱，肿瘤内部常处于低氧状态。低氧可增加放疗抵抗而使肿瘤更具有侵袭性^\[[@b8]\]^，但其具体机制未明。研究表明低氧可诱发细胞自噬的发生。为了更好地模拟肿瘤生长的体内微环境，探讨自噬对低氧微环境中人肺腺癌A549细胞放疗敏感性的影响，课题组建立了低氧培养条件，采用肺腺癌A549细胞为研究对象，观察不同自噬活性下A549细胞对放疗射线的敏感性。

本研究通过观察自噬体的数量及检测LC3的表达、分析LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值变化来判断细胞的自噬活性。LC3蛋白是自噬体膜上标志性蛋白，是反映自噬活性较特异的指标。研究^\[[@b9]\]^报道，5 mmol/L 3-MA可抑制常氧环境中胃癌BGC-823细胞自噬水平，本研究证实给予3-MA（5 mmol/L）处理后，低氧环境中A549细胞自噬体数量减少，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值下降，这表明3-MA（5 mmol/L）亦可成功抑制低氧环境中A549细胞自噬的发生。此外，本研究还发现，在不同剂量放疗照射同时给予3-MA处理A549细胞，细胞相对存活率较单纯放疗组均有不同程度的下降。表明采用3-MA抑制自噬可增强A549细胞放疗敏感性，但其具体分子机制尚不明确，分析可能与3-MA通过抑制bcl-2表达使肿瘤细胞凋亡增加以及3-MA通过抑制PI3K/AKT途径进而阻断COX2诱导的凋亡抵抗^\[[@b10]\]^有关，尚有待于进一步实验证实。

文献^\[[@b11]\]^报道，3-MA可影响肿瘤细胞增殖，且呈剂量依赖性。本实验未放疗组（0 Gy组）结果显示，3-MA（5 mmol/L）处理细胞后其相对存活率较对照组呈下降趋势，但无统计学差异，考虑本实验单一剂量3-MA并未完全反映其对A549细胞增殖的影响。本研究选用3-MA（5 mmol/L）在有效抑制细胞自噬的同时，其对细胞增殖影响甚微，表明3-MA对A549细胞的放疗增敏作用是通过抑制细胞自噬水平实现的。此外，不同浓度3-MA对A549细胞自噬及放疗敏感性是否有影响，尚有待进一步实验明确。本研究结果为后期探讨自噬对NSCLC放疗敏感性的作用的分子机制奠定了前期基础。
